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Mesenchymal Stammzellen des Haarfollikels und deren Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von mesenchymalen 
Stammzellen des Haarfollikels und deren Verwendung zur Therapie und Prophylaxe sowie zu 
kosmetischen Behandlungen. 

5 

Unter Aussparung von Schleimhaut, Handtellern und FuBsohlen finden sich am gesamten 
Integument des Menschen Haarfollikel, die eine in sich geschlossene komplexe 
Funktionseinheit, ein Miniaturorgan, darstellen. Topographisch-anatomisch werden vier Anteile 
unterschieden a) Infundibulum: Abschnitt zwischen Haarfollikelostium und Einmiindung der 

10 Talgdriise in den Haarkanal; b) Isthmus: Abschnitt zwischen Talgdriiseneinmiindung und der 
Ansatzstelle des M. arector pili; c) Infrainfundibulum (suprabulbdrer Anteil): Abschnitt 
zwischen der Ansatzstelle des M. arrector pili bis zum Bulbus; und d) Haarbidbus einschlieBlich 
der Papille. Man schatzt, dass der behaarte Kopf etwa 100.000 Haarfollikel beheimatet, welche 
in Gruppen von 3-5 Haarfollikeln, sog. follikularen Einheiten, iiber die Kopfhaut verteilt sind. 

15 Diese follikularen Einheiten sind von einem feinen kollagenen Fasergeflecht umgeben und 
werden durch breitere Kollagenfasern voneinander getrennt. 

Der zwiebelfbrmige Haarbulbus bildet das proximale Ende des wachsenden Haarfollikels und 
reicht bei Terminalhaaren bis in das subkutane Fettgewebe (Fig. 2a, Kasten). Im Haarbulbus 

20 gelegene Haarmatrixzellen differenzieren aus und bilden dadurch den Schaft. Die Zellen der 
Matrix sind sog. "transit amplifying cells", d.h. eine Population von Zellen, welche nach einer 
Phase hochproliferativen Wachstums absterben. In den proximalen Haarbulbus hinein wolbt sich 
wie eine Zwiebel die dermale Haarpapille (Fig 2b und c, die durch ein feines Nerven- und 
Gefaligeflecht versorgt wird. Die dermale Haarpapille unterscheidet sich von der Dermis 

25 dahingehend, dass sie in eine extrazellulare Matrix eingebettet ist, die in ihrer Zusammensetzung 
einer Basalmembran gleicht. Wahrend der Wachstumsphase des Haarfollikels (sog. Anagen) 
konnen somit einzelne Fibroblasten der dermalen Haarpapille uber Zellfortsatze in direkten 
Kontakt zu den Matrixkeratinozyten treten. Uber der Kuppe der dermalen Papille sind 
Melanozyten angesiedelt, die in Abhangigkeit vom Haarzyklus ab dem Anagenstadium IV bis zu 

30 Beginn des Katagens (Regressionsphase), Melanogeneseaktivitat aufweisen. Durch die 
spezialisierten Haarpapillenzellen wird die Aktivitat der Matrixkeratinozyten durch morphogene 
und mitogene Signale reguliert. Kommt es in diesem Haarsegment zu Storungen, so wird die 
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Wachstumsphase (Anagen) beendet und der Follikel tritt in die Regressionsphase, das Katagen, 
ein. Daraus wird deutlich, dass Prozesse, welche die Matrixkeratinozyten und die 
daruberliegende Wulstregion (bulge area) zerstoren, zu irreversiblem Haarverlust fuhren, 
wahrend Noxen, die lediglich die Funktion der Papillenzellen beeinflussen, Die GroBe der 
5 Papille die Dicke der zu bildenden Haarschafte determiniert. Daher werden die groBten 
Haarpapillen in Barthaaren und zunehmend kleinere bei einer androgenetischen Alopezie 
gefunden. 

Die bindegewebige Haarwurzelscheide (DS = dermal sheath), der sogenannte Haarbalg, besteht 
10 aus zwei Schichten kollagener Fasern, wobei die innere zirkular urn den Haarschafl angeordnet 
ist. Der dickere auBere Teil der mesenchymalen Wurzelscheide enthalt parallel zum Haarschafl 
verlaufende kollagene und elastische Fasern. Zusatzlich finden sich als Zeichen der taktilen 
Funktion des Haares Nervenfaserringgeflechte, die bis auf die Glasmembran vordringen. Die 
mesenchymal Haarwurzelscheide geht flieBend am proximalen Ende in das sog. Papillenpolster 
15 tiber. 

Der Haarschafl wird hulsenformig von teleskopartig ineinandergeschobenen epithelialen 
Wurzelscheiden umgeben. In der Hohe der intrafollikul2ren Haarschaftbildung und - 
pigmentierung lassen sich im Querschnitt leicht eine innere Wurzelscheide (IWS) und eine 

20 auBere Wurzelscheide (AWS) abgrenzen. Die IWS wird aus der auBeren, meist zweilagigen 
Henle-Schicht, der mittleren mehrlagigen Huxley-Schicht, sowie der Kutikula gebildet. Alle drei 
Schichten entstehen aus den am aufieren Bulbusrand gelegenen Matrixzellen. Wahrend die 
auBere Wurzelscheide kontinuierlich in die Basalzellschicht der Epidermis ubergeht, bricht die 
IWS etwa auf Hohe des Infundibulum ab. Daher zeigt der distale Ubergang zur epidermalen 

25 Auskleidung des Haarfollikelostiums eine epidermale Verhornung. Direkt unterhalb der 
TalgdrOsenrntindung grenzt die AWS an die IWS. Ein wichtiger Ort der AWS ist die 
Ansatzstelle des M. arrector pili, der sogenannte Wulst. In dieser Region sowie proximal davon 
vermutet man den Sitz der epithelialen Stammzellen des Haarfollikels. Mittels eines 
Horizontalschnitts auf Hohe des Isthmus erkennt man Terminalhaare anhand des im Vergleich 

30 zur IWS dickeren Haarschaftes und Vellushaare an feinen Haarschaften, die diinner als die IWS 
sind. 



Der Haarfollikel wird aus zwei primaren Zellarten zusammengesetzt. Die eine Zellart wird zu 
Beginn der Haarfollikelmorphogenese aus dem embryonalen Ektoderm / der Epidermis, und der 
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andere wird aus mesodermalen Anteilen rekrutiert. Wahrend die epithelialen Stammzellen des 
Haarfollikels sich maUgeblich innerhalb der sogenannten „Wulst"-Region (Ansat2 des 
Haarbalgmuskels) des Haarfollikels befinden, war die gultige Lehrmeinung, dass die 
mesenchymalen Stammzellen in der dermalen Papille residieren. Diesbeziiglich haben 
5 vorangehende Untersuchungen gezeigt, dass praparierte dermale Papillen in haarlose 
Hautsegmente implantiert werden konnen, und dass dies die Bildung von neuen Haarfollikeln 
induziert (Oliver 1970, Jahoda et al 1984, Reynolds et al 1999). Dabei bestimmt der 
Entnahmeort der Papillenzellen die Art der gebildeten Haare (z.B. aus Schnurrhaarpapillen 
werden in einem Mauseohr wieder Schnurrhaare). Es konnen auch dermale Papillen (DP) in 

10 Nahrmedien gesetzt werden, urn die Zellzahl zu erhohen. Diese kultivierten DP-Zellen konnen in 
haarlose Hautareale (z.B. Handteller) implantiert werden, urn sind sogar hier in der Lage, die 
Bildung von neuen Haarfollikeln einzuleiten (Messenger 1984). Die DP-Zellen sind zwar in der 
Lage, Haare zu induzieren, repopulieren aber nicht die DSC- oder DS-Region. DSC bedeutet 
"dermal sheath cup" und gibt die Lage der erfindungsgemaBen Zellen wieder. Ferner haben die 

15 durch die DP-Zellen gebildeten Haare nur eine kurze Lebensdauer. 

Haarverlust ist zum einen ein Teil des Alterungsprozesses (senile Alopezie), Resultat aktiver 
Krankheitsmechanismen wie bei der androgenetischen Alopezie, Alopecia areata und 
vernarbenden/traumatischen Alopezien, oder die Folge einer Chemotherapie. Haarverlust wird 

20 von der Gesellschaft im Allgemeinen in einem negativen Licht betrachtet. Das starke Verlangen 
nach Therapien, urn Haarverlust vorzubeugen oder um Haare zu ersetzen, hat zu der 
Entwicklung von einer Vielzahl von verschiedenen Medikamenten, Produkten und Techniken 
gefuhrt. In der haarbiologischen Forschung ist die dermale Papille innerhalb der 
Haarfollikeleinheit als eine Schlusselstruktur identifiziert worden, die die Entwicklung und 

25 Differenzierung des Haarfollikels in der Erabryogenese bestimmt, und die sowohl das Wachsen 
der Haarfaser als auch den Haarfollikelzyklus kontrolliert. Bei vielen Haarverlustkrankheiten, 
einschlieBlich der bekanntesten, der androgenetischen Alopezie, wird die dermale Papille von 
auBeren Faktoren beeinflusst, die dazu fiihren, dass die dermale Papille die Einheit des 
Haarfollikels nicht aufrecht erhalten kann. Teilweise scheint das auf eine Reduzierung der GroBe 

30 und des Verlustes von Zellen aus der dermalen Papille zuriickzufuhren zu sein. Die reduzierte 
GroBe der dermalen Papille wird direkt mit der reduzierten Gr6Be von Haarfollikeln in 
Verbindung gebracht. 

Vereinfacht lassen sich Haarerkrankungen als „zuviel" (Hypertrichose/Hirsutismus) oder als „zu 
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wenig" (alle Formen der Alopezie wie Alopecia areata, androgenetische Alopezie, Pseudopelade 
Brocq, Alopezien bei Lichen planopilaris, Lupus erythematodes, angeborene Hypotrichosen und 
Atrichien (papulose Atrichie u.a.), diffuser Haarverlust im Rahmen einer 
Stoflwechselerkrankung wie z.B. eine ScWlddaisenftmktionsstorung, Alopezien nach 
5 Verbrennung oder Traumen, Alopezien nach einer Chemotherapie uam.) definieren. Fiir diese 
unterschiedlichen Alopezien stehen lediglich fur die androgenetische Alopezie zwei zugelassene 
Wirkstoffe (Finasterid, Minoxidil) zur Verfiigung. Kein WirkstofFbeeinflusst die Stammzellen, 
und kein Wirkstoff kann in alien Fallen kosmetisch akzeptablen Haarwuchs garantieren. Die 
Behandlung der Hypertrichosen erfolgt im wesentlichen physikalisch, d.h. Zerstorung des 
10 Haarfollikels durch Lasertherapie. Auch hier ware die Hemmung der StammzeUfunktion 
wirkungsvoller. 

Es besteht daher ein begriindeter Bedarf an Mitteln, urn zu geringes Haarwachstum zu 
behandeln. 

15 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird durch den in den Patentanspnichen beschriebenen 
Gegenstand gelost. 

Die nachfolgenden Figuren erlautern die Erfindung. 

20 

Figur 1 ist eine schematische Darstellung eines Terminalhaarfollikels. 

Figur 2 A zeigt im histologischen Schnitt ein Anagenhaar. Der Rahmen gibt den in Figur 2 B 
und C dargestellten Ausschnitt wieder. DSC bedeutet "dermal sheath cup" und gibt die Lage der 
25 erfindungsgemafien Zellen wieder! Die DSC-Zellen sind eindeutig anatomisch-topographisch 
anhand ihrer Lage im Haarfollikel definiert und befinden sich am unter Pol des Haarbulbus in 
einer tassenartigen den Haarbulbus umhullenden Lage. DP bedeutet "dermale Papille". DS 
bedeutet "dermal sheath". 

, 30 Figur 3 (a) bis (i) illustriert die einzelnen Stadien eines Dissektionsschemas zur Gewinnung von 
Haartassenzellen (DSC). Intakte Anagenhaare (a) werden unter dem Stereomikroskop prapariert. 
Die vergroJJerte Ansicht in (b) zeigt die Dissektionsebene: am oberen Pol der pigmentierten Zone 
erfolgt ein Querschnitt durch das*Haar; die tassenformig angelagerte Haarschale (DSC) lasst sich 
mit der dermalen Haarpapille abstreifen (c). Dieses Gewebsstiick wird umgestiilpt (d) und die 
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dermale Papille (e) von der Haarschale (f) getrennt; es verbleiben die epithelialen Anteile (h) des 
Haarfollikels und die Bindegewebshulle (i) = dermal sheath = DS. 

Figur 4 (a) bis (c) zeigt in einer Darstellung das Ergebnis einer Implantation von DSC-Zellen in 
5 ein Mausohr. Die isolierten DSC-Gewebe wurden in der Zellkultur vermehrt und Zellen wurden 
in ein zunachst haarloses Mauseohr implantiert. Nach Implantation von Schnurrhaar-DSC-Zellen 
in das rechte Ohr wachsen Schnurrhaare aus diesem Mauseohr. Das linke, unbehandelte Ohr 
zeigt kein Haarwachtum von Schnurrhaaren. Die Fig. 4b und 4c zeigen jeweilige 
Vergrosserungen. 

10 

Figur 5 (a) bis (f) zeigt in Histogrammen die alkalischen Phosphatase Aktivitat Diese Figur zeigt 
die starke Expression der alkalischen Phosphatase in der dermalen Haarpapille, wahrend die 
DSC-Zellen nur eine schwache Expression aufweisen. Die Expression endet abrupt im Ubergang 
von der DSC zur DS (Fig. 3 b und c, Fig. 5 a-c). In vitro zeigen kultivierte Zellen der DP (Fig. 
15 5f) und DSC (Fig. 5e) ein identisches Wachstumsmuster, welches zur Bildung von sog. 
Pseudopapillen neigt. Die Zellen der DS zu einem Wachstumsmuster mit stark elongierten 
Zellen, in einer fischfleischartigen (Fig. 5d) Anordnung neigen. Die Zellen der DP (Fig. 5f) 
zeigen eine starke, die der DSC (Fig. 5e) eine schwache und die der DS (Fig. 5d) keine Aktivitat 
der alkalischen Phosphatase. 

20 

Figur 6 zeigt induzierte und repopulierte dermale Haarpapillen nach Implantation von DSC- 
Zellen. Fluoreszierende DSC-Zellen aus TgN-GFPX-Mausen wurden wie beschrieben kultiviert 
und in SCID-Mauseohren implantiert., Nach 6 Monaten zeigte sich ein deutiiches, neues 
Haarwachstum (Fig. 4). Im konfokalen Lasermikroskop fanden sich nach Implantation 
25 fluoreszierende Zellen sowohl in der dermalen Haarpapille als auch in der DSC-Region und zum 
Teil im dermal sheath (a, b). wahrend zum Teil alle Zellen der neu gebildeten Papille ein 
Fluoreszenz aufwiesen, zeigen andere vereinzelt fluoreszierende Zellen (c, d), als Indiz dafiir, 
dass die DSC-Zellen eine vorbestehende Papille repopulieren konnen, um damit ein dickeres 
Haar zu bilden. 

30 

Figur 7 zeigt das Ergebnis eines Western blot fur MSP-Protein: MSP. Proteinextrakte aus 
kultivierten Zellen der dermalen Haarpapille (Zytosol = Bahn 1, membrangebunden = Bahn 4); 
dermale Tassenzellen (Zytosol * = Bahn 2, membrangebunden = Bahn 5) und follikulare 
Fibroblasetn (Zytosol = Bahn 3, membrangebunden = Bahn 6) wurden chromatographisch 
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aufgetrennt (SDS-PAGE: 12% Polyacrylamid) und auf eine Nylonmembran (Hybond ECL, 
Amersham Biosciences GmbH, Freiburg, Germany) geblottet. Die Membranen wurden blockiert 
mit 5% fettfreien Milchpulver und mit 0,5% Tween 20 (Sigma-Aldrich GmbH, Munich, 
Germany) in PBS gewachen. Ein polyklonaler Ziege anti-human MSP Antikorper gegen MSP 
5 (HGFL (N-19), sc-6088, Santa Cruz) wurde in einem ECL-Detektionssystem (Amersham) nach 
Angaben des Herstellers benutzt. Deutlich erkennt man die starke Bande bei 56kD insbesondere 
in den Zellen der dermalen Papille. 

Die vorliegende Erfindung betrifft adulte mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels (DSC) 

10 mit der Eigenschaft ein Haarfollikel komplett neu zu bilden, in eine bestehende Haarpapille 
einzuwandern, einen Teil der dermalen Bindegewebshulle zu bilden und einer geringer 
alkalischen Phosphatase-Aktivitat als Zellen der dermalen Papille. Vorzugsweise stammen die 
erfindungsgemaBen Zellen aus einem Saugetier, insbesondere aus einer Maus, Ratte, Kaninchen, 
Meerschwein, Ziege, Schwein, Rind oder Mensch. Die erfindungsgemaBen Zellen sind in der 

15 Lage bzw. besitzen die Eigenschaft, im Unterschied zu Zellen der foilikularen Bindegewebshulle 
(DS) und der dermalen Papille (DP) ein Haarfollikel komplett neu zu bilden oder aber in eine 
bestehende Haarpapille einzuwandern, urn damit ein groBeres, bzw. dickeres Haar zu 
produzieren. Des weiteren sind diese Zellen in der Lage bzw. besitzen die Eigenschaft, einen 
Teil der dermalen Bindegewebshulle zu bilden. Diese zwei Charakteristika sind weder fiir DS- 

20 Zellen noch fiir die DP-Zellen gegeben. Die erfindungsgemaBen adulten mesenchymalen 
Stammzellen des Haarfollikels, im folgenden auch DSC-Stammzellen oder DSC-Zellen genannt, 
sind in einer tassenformigen Anordnung um den unteren Pol des Haarbulbus (im folgenden auch 
Haarschale oder Haartasse genannt) zu finden sind, und sind daher Haartassenzellen genannt 
(dermal sheath cup = DSC) genannt worden. Der hier verwendete Begriff "adult' 1 in Verbindung 

25 mit mesenchymalen Stammzellen bedeutet, dass es sich bei den mesenchymalen Stammzellen 
nicht um embryonale Stammzellen handelt sondern um aus adulten Organismen isolierte 
mesenchymale Stammzellen. 

Die erfindungsgemaBen Zellen konnen biochemisch charakterisiert werden. Hierftir wurde deren 
30 Expression der alkalischen Phosphatase genutzt. Im Gegensatz zu den DP-Zellen zeigen die 
DSC-Zellen nur eine geringe alkalische Phosphatase-Aktivitat. Die DP-Zellen sind dadurch 
gekennzeichnet, dass sie im Rahmen des gesamten Haarzyklus eine ausgepragte Aktivitat der 
alkalischen Phosphatase zeigen. Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase ist in den DSC-Zellen 
signifikant geringer ausgepragt. Die DS-Zellen zeigen keine alkalischen Phosphatase-Aktivitat. 
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Lb Rahmen der Erfindung bedeutet eine geringe alkalischen Phosphatase-Aktivitat, dass die 
Aktivitat der DSC-Zellen gegeniiber den DP-Zellen bis zu etwa 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 
35%, 40%, 45% oder 50% geringer ist. Ferner bedeutet eine geringe alkalischen Phosphatase- 
Aktivitat, dass die Aktivitat der DSC-Zellen mindestens etwa 10% geringer, vorzugsweise 
5 mindestens etwa 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% oder 50% geringer ist, als die 
ausgepragte Aktivitat der alkalischen Phosphatase in der DP. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von mesenchymalen 
Stammzellen des Haarfollikels, umfassend die folgenden Schritte: 

10 

a) Preparation vitaler Haare, 

b) Spalten des in Schritt a) praparierten Haares, 

c) Isolieren der tassenformig angelagerten Haarschale zusammen mit der dermalen 
Haarpapille, 

15 d) Trennen der dermalen Haarpapille von der Haarschale, 

e) Kultivieren der in Schritt d) erhaltenen Haarschale, 

f) Poolen der konfluenten Zellen. 

Vorzugsweise staxnmen die Haarfollikel aus einem Saugetier, insbesondere aus einer Maus, 
20 Ratte, Kaninchen, Meerschwein, Ziege, Schwein, Rind oder Mensch. Die vorliegende Erfindung 
bertrifft femer mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels, erhaltlich nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren. 

Die DSC-Zellen konnen mit Hilfe des folgenden Verfahrens isoliert werden. Durch 
25 Mikrodissektion wird ein Haarfollikel zunachst in seine Anteile wie folgt getrennt Dabei werden 
vitale Haare, z.B. intakte Anagenhaare unter dem Dissektionsmikroskop prapariert. Bei 
pigmentierten Haaren wird am oberen Pol der Pigmentzone ein Querschnitt durch das Haar 
gelegt (Fig. 3b, Pfeile) imd die tassenformig angelagerte Haarschale (DSC) zusammen mit der 
dermalen Haarpapille (DP) abgestreift (Fig. 3c). Dieses Gewebsstiick wird umgestiilpt (Fig. 3d) 
30 und die dermale Haarpapille (Fig 3e) von der Haarschale (Fig. 3f) getrennt. Dieses Verfahren 
kann nicht nur ftir die Preparation von mesenchymalen Stammzellen des Haarfollikels, sondern 
auch flir die Preparation von mesenchymalen Stammzellen Zellen des Nagel- und des 
Zahnapparates angewendet werden. Das Verfahren kann bei alien eukaryontischen Organismen 
z.B. bei Saugetieren, insbesondere beim Menschen angewendet werden. 

7 
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Die erhaltene Haartasse wird in der Zellkultur unter Standardbedingungen vermehrt. 
Beispielsweise kann wie folgt kultiviert werden. Eingesetzt wird als Medium AmnioMax C 100 
Basalmedium (Gibco) und AmnioMax C100 Supplement. In dieses Medium werden unter 
5 sterilen Bedingungen die DSC zunachst in 24-well-Kulturschalen (Falcon, Franklin Lakes, NJ, 
USA) unter Standardbedingungen (37°C > 5%C02, 500^1 Medium) kultiviert. Nach wenigen 
Tagen wachsen Zellen spontan aus, und werden nach Erreichen einer konfluierenden Kultur mit 
200fiI/Well Trypsin-EDTA abgelost (stoppen der Trypsinierung mit 260fil Amniomax 
Medium/Well nach der Ablosung aller Zellen) und in 25ml Kulturflaschen (Greiner, 

10 Frickenhausen) uberfiihrt. Dazu werden die Zellen gepoolt, fur 10 Minuten bei 1000 U/min 
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 5ml Amniomax aufgenommen. Das Medium wird 
alle 3 Tage gewechselt. Als Nachweis, dass die erhaltenen Zellen die erfindungsgem&flen 
mesenchymalen Stammzellen sind, kann eine alkalischer Phosphatase-Nachweis durchgefuhrt 
werden. Dazu konnen die Zellen auf sterilen Glasdeckglaschen geziichtet, in Aceton fixiert und 

15 wie in den Beispielen beschrieben untersucht werden. Die Inkuabtionszeit des in vitro 
Nachweises entsprechend den beschriebenen Beispielen ist unter Standardbedingungen etwa 30 
Minuten bis etwa 1,5 Stunden, vorzugsweise etwa 1 Std. 

Mit dem gleichen Verfahren konnen sowohl die mesenchymalen Stammzellen des Nagel- als 
20 auch des Zahnapparates isoliert und vermehrt werden. 

Die erfindungsgemaBen Zellen lassen sich mittels Zellkultur expandieren und die Zellkulturen 
lassen sich uber mehrere Passagen ziichten. Die DSC-Zellen zeigen zum einen morphologische 
zum anderen biochemische Eigenschaften, die sich eindeutig voneinander unterscheiden lassen. 

25 Die Fibroblasten der dermalen Bindegewebshulle (DS) zeigen morphologisch ein typisches 
Wachstumsmuster, das an ein fischfleischahnliches Muster erinnert. Die DSC-Zellen wachsen 
kompakter, bilden nicht diese fischfleischahnlichen Strukturen aus und zeigen eine Tendenz zu 
Bildung von sogenannten Pseudopapillen, das heiBt, es bilden sich in der Zellkulturschale kleine 
Zellhaufen, die morphologisch an eine dermale Haarpapille erinnern. Wie bereits vorstehend 

30 erwahnt, exprimieren die Fibroblasten der follikularen Bindegewebshulle (DS) keine alkalische 
Phosphatase, die DSC-Zellen nur eine sehr geringe, wahrend die DP-Zellen in vitro und in vivo 
eine wiederum starke Aktivitat der alkalischen Phosphatase aufweisen . 

Die Bindegewebszellen am unteren Pol der Bindegewebsscheide, die sog. Haartassenzellen = 
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DSC, konnen samtliche relevante, aus der Dermis entstehenden Strukturen der 
Haarfollikeleinheit emeuern. Durch diese Eigenschaft ermoglichen sie die Bildung von neuem 
Haarwachstum oder durch Repopulation einer kleinen Haarpapille die Bildung eines dickeren 
Haares. Die Lebensdauer der neugebildeten Haare ist dabei zeitlich nicht begrenzt sondern kann 
5 prinzipiell eine lebenslangliche sein. Eine derart lebenslange regenerative Kapazitat ist dagegen 
nach Implantation von DP-Zellen nicht beschrieben. Alle Versuche mit DP-Zellen sind nur 
voriibergehender Natur, wahrend durch die Implantation von DSC-Zellen genuine Stammzellen 
mit lebenslanger Proliferationsmoglichkeit in die Haut eingebracht werden. 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft die erfindungsgemaBen mesenchymalen Stammzellen des 
Haarfollikels als Mittel fur Therapie und Prophylaxe sowie zu kosmetischen Behandlungen. 
Femer betrifft die Erfindung die Verwendung der erfindungsgemaBen Stammzellen zur 
Herstellung eines Mittels zur Therapie oder Prophylaxe von Alopezie oder fUr die Gentherapie. 

15 Die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltlichen Zellen konnen zur Behandlung einer 
Alopezie insbesondere einer Alopecia areata, androgenetische Alopezie, Pseudopelade Brocq, 
Alopezie bei Lichen planopilaris, Lupus erythematodes, einer angeborenen Hypotrichose und 
Atrichien, diffusem Haarverlust im Rahmen einer Stoffwechselerkrankung, Alopezie nach 
Verbrennung oder Traumen oder Alopezie nach einer Chemotherapie sowie zur Gentherapie 

20 verwendet werden. Die Applikation kann z.B. durch Injektion der Zellen in Losung (z.B. 
physiologischer Kochsalzlosung) oder Implantation, d.h. eingebettet in eine Matrix (z.B. 
Kollagen) oder liposomal verpackt erfolgen. Wenn eine einmalige Injektion oder Implanation 
nicht ausreicht, sind Nachbehandlungen moglich. Sind fur einzelne Hautareale bestimmte 
Applikationsarten bevorzugt, so ktfnnen die erfindungsgemaBen Zellen entsprechend verabreicht 

25 werden. 

Die entsprechenden Eigenschaften besitzen die entsprechenden mesenchymalen Stammzellen 
Zellen des Nagel- und des Zahnapparates (Chuong et al, 2001, Thesleff, 2000). Eine Ursache 
dafur konnte darin bestehen, dass sie entwicklungsgeschichtlich gemeinsame Ursprunge haben, 
30 und da wahrend der Embryogenese wesentliche morphologische Strukturen alien gemeinsam 
rekapituliert werden, fmdet sich die Lage der mesenchymalen Stammzellen des Haarfollikels 
auch bei Nagel und Zahnen wieder. Daher sind auch Zahne mit kultivierten Zellen des 
peribulbaren Zahnapparates neu bildbar. Durch die Nutzung der morphogenen Eigenschaften 
kann in Analogie zum Haar, ein neuer oder dickerer Nagel oder Zahn induziert werden. Die 
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Erfindung betrifft somit ferner die mesenchymalen Stammzellen Zellen des Nagel- und des 
Zahnapparates als Mittel zur Therapie und Prophylaxe sowie die Verwendung der Stammzellen 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie und Prophylaxe von Erkrankungen des Nagel 
oder Zahnapparates sowie zur Gentherapie. 

5 

Mit der Fahigkeit der DSC-Zellen, neue Haarfollikeln zu erzeugen, oder die in der Haut schon 
vorhandenen dermalen Haarfollikeln zu erganzen, ist es somit moglich, alle Formen von 
Haarverlust und Haarminiaturisierung zu behandeln. Dazu kommt die lange Uberlebensfahigkeit 
der erfindungsgemaBen DSC-Zellen und ihre Fahigkeit, sich ohne Weiteres implantieren zu 

10 lassen und dabei voll funktionsfahig zu bleiben. Die DSC-Zellen des Haarfollikels, des Nagel 
oder Zahnapparates konnen ebenfalls Verwendung in der Gentherapie finden, bei der die 
Produktion von sekretorischen Stoffen erforderlich ist. Diese Zellen konnten derart genetisch 
modifiziert werden, dass z.B. nach Transfektion die Zellen befahigt waren, das gewiinschte 
Produkt auszuscheiden. Uber die Haut konnte das Produkt systematisch iiber das Blut verteilt 

15 werden. Als exemplarisches Beispiel sei hier die Transfektion der DSC-Zellen mit einem 
Insulingen genannt. Nach Implantation dieser nun Insulin-produzierenden Zellen ware die 
Behandlung eines Diabetes mellitus moglich. Viele andere Beispiele ftir einen Mangel eines 
Sekretionsproduktes (Hormone, Proteine, Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, 
Lipomediatoren) sind bekannt. 

20 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufzufassen. 

Mikrodissektion: Durch Mikrodissektion wurde ein Haarfollikel der Schnurhaare einer Maus 
zunachst in seine Anteile getrennt. Wie in der Figur 3 a ersichtlich wurden zunachst intakte 

25 Anagenhaare unter dem Dissektionsmikroskop prapariert. Bei pigmentierten Haaren wurde am 
oberen Pol der Pigmentzone ein Querschnitt durch das Haar gelegt (Fig. 3b, Pfeile) und die 
tassenformig angelagerte Haarschale (DSC) zusammen mit der dermalen Haarpapille abgestreift 
(Fig. 3c). Dieses Gewebsstiick wurd umgestulpt (Fig. 3d) und die dermale Haarpapille (Fig 3e) 
von der Haartasse (Fig. 3f) getrennt. Nach der Dissektion verblieben die epithelialen 

30 Wurzelscheiden (Fig. 3h) und die Bindegewebshiille (Fig. 3i). 

Zellkultur: Die dissezierte Haartasse wurde danach in der Zellkultur vermehrt. Eingesetzt wurde 
als Medium AmnioMax C lOO^Basalmedium (Gibco) und AmnioMax CI 00 Supplement. In 
dieses Medium wurden unter sterilen Bedingungen die DSC zxinSchst in 24-well-Kulturschalen 
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(Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) unter Standardbedingungen (37°C, 5%C02, 500^1 Medium) 
kultiviert. Nach wenigen Tagen wuchsen Zellen spontan aus, und wurden nach Erreichen einer 
konfluenten Kultur mit 200)j.l/Well Trypsin-EDTA abgelost (stoppen der Trypsinierung mit 
260jil Amniomax Medium/Well nach der Ablosung aller Zellen) und in 25ml Kulturflaschen 
5 (Greiner, Frickenhausen) iiberfuhrt. Dazu wurden die Zellen gepoolt, fur 10 Minuten bei 1000 
U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 5ml Amniomax aufgenommen. Das 
Medium wurde alle 3 Tage gewechselt. Eingesetzt wurde als Medium AmnioMax C 100 
Basalmedium (Gibco) und AmnioMax CI 00 Supplement. In dieses Medium wurden unter 
sterilen Bedingungen die DSC zunachst in 24-well-Kulturschalen (Falcon, Franklin Lakes, NJ, 
10 USA) kultiviert. Nach wenigen Tagen wuchsen Zellen spontan aus, vermehrten sich und konnten 
mit Standardmethoden in 25ml Kulturflaschen (Greiner, Frickenhausen) subkultiviert werden. 

Detektion der alkalischen Phosphatase: Fur in vivo Untersuchungen wurden Gewebe 
tiefgefroren, in OCT-Reagens (Tissue tec, Sakura, Zoeterwounde, Niederlande) eingebettet und 

15 6nm dicke Gefrierschnitte angefertigt. Detektiert wurde die alkalische Phosphatase mit 
alkalische Phosphatase „fast red TR"-Substratldsung (Fa. Pierce, Rockford, DL, USA: lOmg fast 
red TR wie geliefert, 10ml Substratpuffer, 1.5ml Naphthol AS-MX Phosphat-Konzentrat wie 
geliefert) bei pH 8.1 gemaJJ den Angaben des Herstellers. Entwickelt wurde fur 30 Minuten in 
Abwesenheit von Levamisol. Fur die Detektion der alkalischen Phosphatase in vitro wurden die 

20 Zellen auf sterilen Glasdeckglaschen gezuchtet, in Aceton fixiert und wie beschrieben das 
Reagens zur Messung der alkalischen Phosphatase benutzt. Die Inkuabtionszeit betrug 1 Std. 

Haarwuchsinduktion: Nach wenigen Zellpassagen waren die Zellen noch in der Lage, ein neues 
Haar zu induzieren. Nach einer kleinen Verletzung (Ritz), wurden in ein Mauseohr 3-5x1 0 6 

25 Zellen in 0,1ml PBS in die Dermis mit einer sterile 16-Gauge-Kamile etwa 2mm neben der 
Wunde injiziert. Fiir diese Experimente wurde die Tiere narkotisiert mit L66ml 
Xylazinhydrochloride (Rompun, Bayer Vital Leverkusen, Deutschland) in 10ml Ketamin- 
Hydrochlorid (Hexal, Holzkirchen, Deutschland). Danach wurde im Verlauf von mehreren 
Wochen beobachtet, ob sich neues Haarwachstum zeigt. Nach zwei Monaten wurde Haarwuchs 

30 nach Implantation von DP und DSC beobachtet, nicht aber nach Implantation von DS-Zellen. 
Der Haarwuchs setzte sich uber den Zeitraum von 6 Monaten fort, was darauf hinweist, dass 
diese klinischen Beobachtungen kein voriibergehendes Phanomen sind. Weiterhin konnte 
beobachtet werden, dass bereits vorhandene Haare nach Implantation dicker wurden (Fig. 6). 
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Confocale Lasermikoskopie: Neben der biologischen Eigenschaft der Haarwuchsinduktion durch 
DSC-Zellen wurde die Wanderung der unterschiedlichen Zellen nach Implantation beobachtet 
Hierfur wurden aus den drei beschriebenen morphologischen Haarzonen (DP, DS, DSC) von 
Mausen (STOCK TgN(GFPX)4Nagy) Gewebe prapariert. Diese Mause wurden gewahlt, da alle 
5 kernhaltigen Zellen dieser Mause griin fluoreszierende Proteine tragen. Aus diesen Geweben 
wurden Zellen kultiviert und uber einen Zeitraum von 6 Wochen passagiert. Die drei 
unterschiedlichen Zellenarten wurden in die Ohren von immuninkompetenten CbySmm.CB17- 
Prkdc 5Cid /J Mausen injiziert. Zusatzlich wurden Zellen von nicht-fluoreszierenden, GFP STOCK 
TgN(GFPX) 4Nagy, C3H/HeJ Mause und PVG/OlaHsd Ratten in gleicher Weise injiziert. 

10 Beobachtet wurde, ob sich Haarneuwachstum oder eine Verdickung bereits bestehender Haare 
zeigt. Nach 2-6 Monaten wurden die Tiere getatet und die Ohren eingebettet. HierfUr wurden die 
Gewebe in 4%-igen Paraformaldehyd (Sigma, Deisenhofen) in PBS 7 " fur 2 Std fixiert, danach 
mit PBS 7 " mehrfach gespiilt. Das Gewebe wurde in „Tissue Tek" bei Raumtemperatur einbettet 
und 24 Stunden dunkel bei + 4° C gelagert. Anschliessend wurden die Gewebe in einer mit 

15 Zellstoff ausgepolsterten Styroporbox langsam auf - 70° C heruntergekiihl (sog. „slow freezing 
technique"). Der Gewebeblock wurden zunachst 30 Minuten auf ~ 20° C erw^rmt. Im Kryostaten 
wurden dann Schnitte zwischen 20 und 40 }im hergestellt, und die auf mit 1% Poly-L-Lysin 
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) vorbehandelten Objekttragern aufgezogen werden. Das 
Trocknen erfolgte bei Raumtemperatur. Danach wurden die Schnitte lx mit PBS' 7 ' gesptihlt, 

20 . bevor die Schnitte mit PBS" 7 "- oder wasserhaltigem Eindeckmedium, z. B. Glycerol, eingedeckt 
wurden. Danach wurden die Gewebe mit einem Lasermikroskop der FA. Zeiss (Gottingen, 
Deutschland), Typ LSM 410, bei den Wellenlangen von 488 nm Exzitation, 500 - 520 nm 
Emission, Z-Achse in 2 pm-Intervallen mit dem Argon-Krypton-Laser aufgenommen. 

25 In der Folge wurde Serienschnitte.(20-40jim) angefertigt und im konfokalen Lasermikroskop auf 
das Vorhandensein von GFP (= green fluoreszent protein)-exprimierenden Zellen untersucht. Mit 
diesen Versuchen konnten Voruntersuchungen bestatigt werden, dass durch Implantation von 
DP-Zellen Haarneuwachstum moglich ist und dass nur die implantierten Zellen das neue Haar 
bilden, wahrend implantierte DS-Zellen nicht zur Haarbildung ftihrten, wohl aber im konfokalen 

30 Mikroskop als diffuse, GFP-exprimierende Zellpopulation in der Dermis sichtbar war. 
Implantierte DP-Zellen fuhrten nur zur Bildung einer neuen dermalen Haarpapille, nicht aber zur 
Bildung einer follikularen Bindegewebshulle. Die DSC-Zellen hingegen bildeten sowohl eine 
neue dennale Haarpapille als aiich einen Teil der follikularen Bindegewebshulle. Dadurch dass 
die Haartassenzellen alle dermalen Haarstrukturen erneuern konnen, wahrend Zellen der 
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dermalen Haarpapille dies nicht mehr konnen, ist abzuleiten, dass die DSC etwas 
undifferenzierter und pluripotenter als Zellen der dermalen Haarpapille sind. Damit sind die 
DSC-Zellen die adulten mesenchymalen Stammzellen des Haarfollikels. In der Fig. 4 ist die 
induktive Eigenschafl der DSC-Zellen verdeutlicht. Zusammenfasend konnte als Ergebnis 
beobachtet werden, dass die DSC die mutmaBlichen Stammzellen sind, aus denen sich die 
dermale Papille und die follikulare Bindegewebsscheide bilden. 

Es konnte gezeigt, dass nach Implantation von DSC sich ein neues Haar bildet und dass 
implantierte DSC-Zellen sowohl eine neue dermale Papille als auch eine neue Bindegewebshiille 
bilden. Im konfokalen Mikroskop war dies sichtbar durch GrOnfluoreszenz sowohl in der Zone 
der Haarschale, als auch der dermalen Papille und der Bindegewebsscheide. Aus der Analyse, 
die sechs Monate nach Injektion von Zellen gemacht wurde, ging hervor, dass GFP- 
exprimierende Zellen in den relevanten Haarfollikelstrukturen immer noch anwesend waren. Die 
injizierten Zellen haben einen fur Stammzellen typischen sehr langsamen Zellzyklus und weisen 
eine regenerative Kapazitat auf. Es gab keine Rekrutierung von nicht-GFP-exprimierenden 
dermalen Zellen von Seiten des Wirtes. Weiterhin konnten einzelne griin fluoreszierende Zellen 
in vorbestehenden Haare beobachten werden, als Indiz daffir, dass implantierte DSC-Zellen 
bestehende dermale Haarpapille besiedeln und dadurch zu einem dickeren Haar fuhren. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von mesenchymalen Stammzellen des Haarfollikels, umfassend 
die folgenden Schritte: 

a) Preparation vitaler Haare, 

b) Spalten des in Schritt a) praparierten Haares, 

c) Isolieren der tassenformig angelagerten Haarschale zusammen mit der dermalen 
Haarpapille, 

d) Trennen der dermalen Haarpapille von der Haarschale, 

e) Kultivieren der in Schritt d) erhaltenen Haarschale, 

f) Poolen der konfluenten Zellen. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Haarfollikel aus einem Saugetier stand. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Saugetier eine Maus, Ratte, Kaninchen, 
Meerschwein, Ziege, Schwein, Rind oder Mensch ist. 

4. Mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels, erhaltlich nach einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 1 bis 3. 

5. Mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels mit der Eigenschaft ein Haarfollikel 
komplett neu zu bilden, in eine bestehende Haarpapille einzuwandem, einen Teil der 
dermalen Bindegewebshtille zu bilden und einer geringer alkalischen Phosphatase- 
Aktivitat als Zellen der dermalen Papille. 

6. Mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels nach Anspruch 4 oder 5 als Mittel fur 
Therapie, Prophylaxe und kosmetische Behandlungen. 

7. Verwendung der mesenchymalen Stammzellen des Haarfollikels nach Anspruch 4 oder 5 
zur Herstellung eines Mittels zur Therapie oder Prophylaxe von Alopezien oder fur die 
Gentherapie. 
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8. Verwendurig nach Anspruch 7, wobei die Alopezie eine Alopecia areata, androgenetische 
Alopezie, Pseudopelade Brocq, Alopezie bei Lichen planopilaris, Lupus erythematodes, 
angeborene Hypotrichose und Atrichien, diffiiser Haarverlust im Rahmen einer 
Stoffwechselerkrankung, Alopezie nach Verbrennung oder Traumen oder Alopezie nach 
einer Chemotherapie ist. 
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FIG. 1 
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FIG. 2 
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FIG. 5 
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